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研究成果の概要：スフィンゴシン１リン酸（S1P）は、シグナル伝達分子として重要な作用を持

つ。この S1P を作る酵素ヒトスフィンゴシンキナーゼ(SPHK1)の結晶構造解析を最終目標に発現、

結晶化を目指す。大腸菌と蚕での発現の検討の結果、His tagged SPHK1 のインクルージョンボ

ディからの巻き戻しを行い、0.1M のアルギニン存在下で活性を持った酵素を大量に精製した。

しかしオリゴマーを取る事から巻き戻しが十分とは考えられず、この酵素から結晶化を行った

が回折を得られる結晶は得られていない。また細胞内での SPHK1 結合タンパク質の解析を行っ

ており、新規の結果が得られつつある。 
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１．研究開始当初の背景 
1989年にOkazakiにより始めて細胞分化のシ

グナル伝達機構におけるスフィンゴミエリ

ン代謝の関与が報告されて以来、スフィンゴ

ミエリン代謝産物の生理的な役割に関する

多くの情報が蓄積されつつある。スフィンゴ

脂質は従来、リン脂質と同様に膜構造の維持

に関係しており、細胞生理機能とは無縁と考

えられてきた。しかし近年スフィンゴ脂質は、

細胞内シグナル伝達やアポトーシス誘導物

質として働く事が示された。スフィンゴミエ

リンは、セラミド、スフィンゴシン、スフィ

ンゴシン１リン酸と代謝される。スフィンゴ

シンキナーゼの産物であるスフィンゴシン

１リン酸（S1P）は、近年になりシグナル伝

達分子として重要な作用を持つ事が明らか

になってきた。例えば血小板で作られた S1P

は細胞外に放出され、血管上皮細胞上に存在

する S1P 受容体すなわち G蛋白共役型受容体

である endothelial differentiation gene 
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(EDG) 1,3 を介して情報が伝達される。 

またスフィンゴリピドーシス（リソソーム酵

素異常症）にこれら酵素の欠損が関わってい

る。タンパク質、特に機能的に重要な複合体

の構造解析は生命理解のために必須な魅力

ある標的である。特に哺乳類のタンパク質の

場合、細菌のタンパク質の構造解析とは異な

るいくつかの問題点を克服する必要がある。

X 線結晶構造解析は大きな分子複合体の解析

をするために十分に威力を発揮するが、その

ためには、複合体タンパク質の大量に発現す

る必要がある。我々のグループではスフィン

ゴミエリン代謝系の酵素群の構造解析を目

標に掲げて、複合体の構造解析のためにいく

つかのアプローチを取って発現を検討して

きた。特にこれらの研究でヒトスフィンゴシ

ンキナーゼ（SPHK１）の発現、精製、結晶化

および細胞内での局在化機構に焦点を当て

て研究を進めてきた。 

 

 

２．研究の目的 

2006 年に行ったセレウス菌スフィンゴミエ

リ ナ ー ゼ の X 線 結 晶 構 造 解 析 

（JBC(2006)281,16157-16167）に続いて、ヒ

トスフィンゴミエリン代謝系の酵素の構造

を X線結晶解析により明らかにする事を目的

としている。これら酵素の結晶構造から

Structure Based Drug Design(SBDD)で阻害

剤の開発を最終的に目標とする。これらの阻

害剤はそれぞれの酵素の機能と欠損症を理

解する上での重要な鍵となる。 

1998 年にラット腎臓のスフィンゴシンキナ

ーゼはカルモジュリンとの親和性を持つ事

がわかった。また 2000 年に Wattenberg のグ

ループはヒト胎盤よりスフィンゴシンキナ

ーゼの単離、クローニングに成功している。

スフィンゴシンキナーゼが作るスフィンゴ

シン１リン酸はその受容体エッジを介して

様々なシグナル伝達に関わる．我々はヒトス

フィンゴシンキナーゼの発現、結晶化と細胞

内での局在化を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 
スフィンゴシンキナーゼ（SPHK１）の発現、

精製、結晶化：SPHK1 の大量発現系を構築す

るために His tagged SPHK1（pET15b）の大腸

菌での発現を行った。また GST フュージョン

での発現の検討、さらに発現のホストを蚕に

換えて発現系の検討を行った。 

細胞内局在化：HEK293 細胞と神経細胞を用い

SPHK1 を発現させ、膜への移行機構を明らか

にするために、SPHK1 に結合するタンパク因

子の同定を nano LC MS/MS を用いて進める。 

 

 

４．研究成果 

（１）SPHK1 の大量発現系を構築するために

His tagged SPHK1（pET15b）の発現を行った

結果、可溶性画分に得られる SPHK1 はわずか

でほとんどがインクルージョンボディとし

て不溶性沈殿として得られた。 

（２）His tagged SPHK1 のインクルージョン

ボディからの巻き戻しの検討を行った。

0,1MArg 条件下で可溶性を増し、ニッケルキ

レート、ゲル濾過により精製を行った。最終

的にオリゴマー化した酵素が得られた。SPHK

１活性を放射ラベルしたスフィンゴシンを

用いて測定した所、高い活性が得られた。し

かし、Arg 濃度を下げると沈殿する事から結

晶化には適していない。 

（３）GST フュージョンでの発現の検討を行

った。トロンビンでのカットを行う前に

SPHK1 は切断されており、グルタチオンセフ

ァロースで GSTのみが結合しする事が判明し

た。 

（４）蚕を利用した発現系の検討を行った。

このために、pMSNHT07 ベクターへのサブクロ

ーニングを行った。これを片倉工業に外注し

て発現を試みたが蚕の体液 30ml からわずか

の可溶性産物しか得られなかった。この

SPHK1 は活性があることを確認した。 

これらの発現系でインクルージョンボディ

からの巻き戻しをしたサンプルで濃縮を行

い、５mg／cc でインコンプリートファクトリ

アル法で結晶化を行ったが，回折が出る結晶

は得られていない。 

 これらに発現の結果を全体的に判断し、今

後の問題点をまとめる。（a）巻き戻し実験で

活性がある SPHK1 が得られた。この巻き戻し

産物の中にどれくらい misfold産物が含まれ

るか見積もりが必要になる。今後は文献で

SPHK1 がカルモジュリンに結合することが報

告されているためにカルモジュリンカラム

で精製を検討する。（b）巻き戻し SPHK1 の濃

縮を行うと 5mg/ml でアグリゲ―ションがお

きる。これを抑えるのが大きな課題である。

この解決策としてひとつはカルモジュリン

との複合体での精製を考えている。これによ

り疎水面が覆われて可溶性が上がり複合体

での結晶化可能な濃度までいけることは十

分に想定される。(c) GST フュージョンでの

発現では、発現と同時に SPHK１が切断され

ているが、活性を保ったまま SPHK１が可溶性

画分に存在するのであれば此処からの精製



を検討する必要が有る。 

これらの問題点をさらにつめる事により、

SPHK1 の分子構造決定のための結晶化に向け

ての大量精製を成功させたいと考えている。 

 

細胞内局在化： 

nano LC MS/MS を用いて結合蛋白の解析をす

ることにより、今まで知られていない SPHK

１結合分子の存在が明らかになってきた。こ

の新たに得られた分子は興味あるものであ

ったが再現性を得られるか、現在、確認を行

っている。 
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